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摘 ， 要 : 本 试验 旨 在 


差异 性 变化 。 采集 8 头 健康 成 年 犀牛 的 骨 组 织 , 采用 组 
白质 免疫 印迹 WB》 法 分 别 检测 HSP70 在 不 同 骨 的 分 布 及 表达 量 。 
锐 骨 腺 体 间 含有 大 量 的 内 


类 型 ， 免 疫 组 化 法 和 和 蛋 
结果 表明 : "EE 
分 泌 细 胞 。 免 疫 组 化 


He fE Je Bu RT a - 1:0 TR 


热 休克 蛋白 70 EHF Ei PE UR RS 


mw 何 俊 峰 杨 F 


xui AU 


E 博 李 


(甘肃 农业 大 学 动物 医学 院 ， 兰 州 730070) 
在 和 / 牛 胃 中 的 分 布 特点 和 表达 量 的 


研究 憩 牛 热 休克 蛋白 70 CHSP70) 


酸 -雪夫 (AB-PAS) 染 


AoW ACL, EHAE R 


织 学 染色 方法 研究 争 


RERI, 


EZA 
Es 


ChinaXiv& 


$^ i8 


骨 腺 体 间 细 胞 的 


ZER 


2 


上 皮 细 胞 层 ,， 角质 层 细 胞 呈 强 阳性 表达 ， 而 
部 分 未 见 阳性 表达 ; 皱 胃 阳性 


基底 层 、 


围 较 广 ， 


反应 的 范 


的 内 分 泌 细 胞 及 辟 台 


| 胞 也 呈 阳 性 表达 。 且 阳 


性 反应 


和 WB 结果 均 表 明 ， 


差异 极 显著 (P<0.01) . RAE 


有 一 定 的 关联 性 。 
关键 词 : 热 休克 蛋白 


中 图 分 类 号 : S823 


OUEST Jes EUR 
不 仅 黏膜 表面 上 皮 细 胞 有 表达 ， 


层 的 部 分 细 


胃 ，HSP70 ABA PER IAM UL Bh Ae 


胞 呈 中 等 阳性 表 


Fd TRI 


主要 集中 在 细胞 的 胞 质 和 胞 核 。 免 疫 组 化 


HSP70 FAFA KRAER. MA 
HH, EARS PS RAST] KS ERE PY 


HARE); FEF 


70; A; J 


PA Aa A KAREI, 


部 位 间 
细胞 ，HSP 在 所 


有 骨 中 均 有 分 布 ， 且 皱 骨 的 表达 量 显著 高 于 其 他 胃 ， 提 示 HSP70 H RESE B 


热 休 克 和 蛋白 70 Cheat shock protein,HSP70) 是 机 体 在 不 良 因素 刺激 下 产生 的 一 类 特殊 应 


HEA, 普遍 存在 于 


应 答 


重要 的 线索 和 依据 ， 成 为 人 们 关注 的 热点 。 目 前 ， 
ORATE A 


A BRL, ZN BT. 


SE AE b HEE BET EU. 


骨 动 物 , 在 反刍 动物 


然 界 生物 体内 ， 有 具有 调节 细胞 增殖 分 化 、 抗 调 亡 、 抗 应 激 及 参与 免疫 
近年 来 ，HSP70 在 骨 肠 道 的 研究 为 肯 肠 道 疾病 的 治疗 提供 了 
国内 外 有 关 HSP70 在 骨 中 的 研究 主要 集 


骨 中 的 分 布 及 表达 量 的 尚 不 清楚 。 


HEF (Bos grunniens) 图 是 生活 在 我 国 青藏 高 原 地 区 的 反刍 动物 ， 采 食 较 为 粗糙 的 牧草 ， 这 
对 胃 黏 膜 损 伤 较 大 。 研 究 发 现 ，HSP70 作为 胃 肠 黏膜 细胞 的 分 子 伴 但， 对 胃 肠 黏膜 细胞 有 
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25 ”重要 的 保护 作用 
26 ” 先 牛 各 骨 的 分 布 特征 及 表达 量 的 差异 性 变化 , 则 在 进一步 探究 HSP70 对 憾 牛 胃 的 保护 作用 ， 
27 ”为 犀牛 角 的 新 陈 代谢 及 生理 机 能 研究 提供 理论 基础 。 
28 1 材料 与 方法 


9 站。 因此 ， 本 试验 采用 免疫 组 化 及 蛋白质 免 疫 印迹 WB) 法 检测 HSP70 在 


29 11 试验 材料 
30 2016 年 9 月 从 青海 西宁 屠宰 场 选 择 8 头 健康 成 年 (3-5 岁 ) FEE, WEE i 1/2， 体 重 


31 AWA (600-9000 kg. Asis ROME, TRB. I. RR RRA, Ae 


32 ”内 容 物 后 用 无 菌 生理 盐水 冲洗 干净 。 一 部 分 组 织 样品 浸 于 4% 的 多 聚 甲醛 磷酸 盐 缓 冲 液 (pH 
33 730 中 ， 以 备 制作 石蜡 切片 ， 另 一 部 分 组 织 样品 快速 放 入 液 氮 中 ， 待 后 期 移 至 -80 CRF, 


= 34 OA HERA 


co 35 12 试验 方法 
e 36 121 组 织 学 检查 及 免疫 组 化 法 
N 37 将 固定 好 的 组 织 样品 制 成 石蜡 切片 ， 切 片 厚 度 为 4hm。 用 以 下 3 种 方法 对 其 进行 染色 : 


38 ”1) 嗜 银 染色 (Gordon sweet)， 观 察 并 定位 争 胃 组 织 中 的 内 分 泌 细胞 。2〉 阿利 新 蓝 -过 碘 酸 - 


39 ”雪夫 (Alcian blue-periodic acid-Schiff,AB-PAS) 染 色 ， 进 一 步 观 察 并 定位 皱 胃 组 织 中 的 分 泌 


40 胞 。3) 使 用 HSP70 免 多 克隆 抗体 (英国 Abcam 公司 ) 按 1:1 000 稀释 后 ， 进 行 免疫 组 化 切片 


41 ”染色 ， 具 体 方法 参照 SP 试剂 盒 说 明 书 进行 。 用 磷酸 盐 缓冲 液 (PBS) (0.01 mol/L) 代替 一 


42 ” 抗 作 阴 性 对 照 ， 苏 木 精 复 染 ， 酒 精 梯 度 脱 水 ， 封 片 ， 用 Olympus-DP71 型 光学 显 微 系 统 观察 
43 ”其 阳性 反应 并 


IH 
AM o 


pang 


44 122 WB 法 检测 HSP 在 尾 牛 各 胃 的 表达 量 


45 将 蛋白 质 样品 调 为 同一 浓度 后 ， 按 各 比例 分 别 加 入 4x 十 二 烷 基 硫酸 钠 〈《SDS) 的 上 样 


46 ”缓冲 液 ，100 CK 10 min， 使 蛋白 质变 性 后 放 入 4 人 保存 。 待 分 离 胶 和 浓缩 胶 制 好 后 加 


47 W$, 每 孔 蛋 白质 样品 上 样 量 为 15 uL, BEAT SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 ， 当 电泳 至 分 离 胶 与 


48 ”浓缩 胶 交 界 处 时 更 换 电 压 ,， 电压 由 原来 的 80 V 切换 为 高 压 150 V。 电 泳 结束 后 , 根据 Marker 


49 ”条 带 切 下 目的 蛋白 所 处 的 胶 进 行 冰 浴 转 膜 至 酷 酸 纤 维 素 PVDF) 膜 。 将 转 膜 后 的 PVDF 膜 
50 WA 5% 脱脂 牛奶 中 ， 室 温 封闭 2.5 h。 一 抗 HSP70 兔 多 克隆 抗体 (英国 Abcam 公司 ) 用 脱脂 


51 ”奶粉 按 1:1 000 稀释 ， 将 封闭 后 的 PVDF 膜 放 入 一 抗 4 CRAIR. AH H E -ER k 
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冲 液 (PBST) W 10min, ER 3 次 ， 将 二 抗 羊 抗 免 免 疫 球 蛋白 G (IgG) (bs-0295G-HRP， 


北京 博 奥 森 生 物 技术 有 限 公司 ) 用 脱脂 奶粉 按 1:1 000 稀释 后 ，PVDF 膜 放 入 二 抗 孵 育 1.5 he 


ECL 曝光 液 ( 腰 云天 生物 技术 公司 ) CA 液 、B 液体 积 比 为 1:1 避 光 混 匀 ) 滴 加 在 PVDF 膜 上 ， 


暗室 显影 30 s 后 用 X 光 胶 片 曝 光 、 显 影 、 


做 内 参 。 


通过 ImageJ 软 伯 


1.3 数据 分 析 


F 分 析 WB 条 带 表 达 量 。 


ER?» HEA Bae 


F 后 用 扫描 仪 采集 图 片 。 用 B -actin 


DAER AF A I8] F3 ZA) HSP70 免疫 组 化 切片 各 10 张 ， 每 张 切 片 随机 选取 10 个 视 


BF (1 000x), 3H 


用 SPSS 19.0 软件 对 各 试验 组 数据 进行 和 


H Image-Pro plus 6.0 软件 测定 HSP70 PHH 


FE 反 应 物 的 积分 光 密 度 值 。 数 据 采 
和 因素 方差 分 析 ， 试 验 数 据 用 平均 值 标 准 误 


(mean+SE) 表 示 ，P<0.01 时 判 为 差异 极 显 著 ，P>0.05 时 判 为 差异 不 显著 。 


2.1 


果 
FEE SE BL HHR RE ER 
嗜 银 染色 结果 表明 , EA 


不 同 , 有 


主 细胞 无 


AB-PAS 染 色 结 果 发 现 ， 皱 胃 腺 体 间 的 一 些 内 分 泌 细 胞 呈 


嗜 银 性 不 着 色 (图 1-A). 


22 HSP70 E44 


棕 黄 色 。 
性 反应 ， 


积分 光 密 度 值 分 析 发 现 ，HSP70 EEF ARERR” MRAZ. MRR IR 
最 低 ， 各 1 


细胞 呈 蓝 色 〈 图 1-B) 。 


FI BEES ON AR 


定 的 差异 。 内 分 泌 细 胞 具 较 强 的 嗜 银 性 


田 胞 分 布 ， 且 这 些 嗜 银 细胞 显 色 强 弱 


， 呈 黑 褐 色 , 壁 细胞 嗜 银 性 次 之 呈 棕 黄色 ， 


-各 骨 的 分 布 
免疫 组 化 结果 显示 ， 在 竺 牛 瘤 骨 、 网 骨 、 


1-C、 图 1-D、 图 1-E); 不 仅 黏膜 表面 上 皮 细 胞 有 表达 ， 


阳性 表达 (图 1-F )。 


由 之 间 表 达 量 的 差异 


极 显著 (P<0.01) 


REE, SMERE, E 


PR, HSP70 KERR EZAK, = 
Rp, ARRAREN ERS, RR ORR AR HL JB a 2 Hd SP EH 
部 分 细胞 不 表达 图 
间 的 内 分 泌 细胞 及 壁 细胞 也 呈 


HR 


阳性 反应 主要 集中 在 细胞 的 胞 质 和 胞 核 。 


(#1). 


oo 
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A. An A2 分 别 为 皱 胃 、 皱 骨 骨 小 止 、 皱 肯 腺 体 ， 哮 银 染 色 : B Bo RAIE. A RDE 


皱 胃 腺 体 ，AB-PAS 染色 ; C. D. EAA. IR. HRA, ZA: F. Fi. F2 IJAR EI. AR 


骨 骨 小 止 、 皱 胃 腺 体 ， 免 疫 组 化 染色 。EC: 内 分 泌 细 胞 ，PC: 壁 细胞 ，GP: 肯 小 止 ，CC: 主 细胞 ，SC: 角 质 层 ; 


SG: 颗 粒 层 ，SS: 环 层 ，SB: 基 底层 。 

A, Al and A» was the abomasum, the gastric pit of abomasum and the gland of abomasum, respectively, 
Gordon sweet staining; B, Bi and B2 was the abomasum, the gastric pit of abomasum and the gland of abomasum, 
respectively , | AB-PAS staining; C, D and E was the rumen, the reticulum and the omasum, respectively, 
immunohistochemistry staining; F, Fl and F2 was the abomasums, the gastric pit of abomasum and the gland of 
abomasum, respectively, | immunohistochemistry staining. EC: endocrine cell; PC: parietal cell; GP: gastric pit; 


CC: chief cell; SC: stratum corneum; SG: stratum granulosum; SS: stratums pinosum; SB: stratum basale. 


图 1 ”牧牛 胃 的 组 织 学 与 免疫 组 化 检查 


88 Fig.l Histology and immunohistochemistry analysis of stomachs of yaks € 1  HSP70 EHA Pj I] SE 2H 


89 化 积分 光 密 度 值 
90 Table 1 Integrated optical density value of HSP70 in stomachs of yaks 
项 目 Items 积分 光 密 度 值 Integral optical density value 
JE Ei Rumen 2.134 740.001 1° 
网 肯 Reticulum 2.112 7+0.003 6° 
WEE Omasum 2.083 00.005 84 
43 Abomasum 2.160 7+0.005 6? 
91 同 列 数据 户 标 不 同 字母 表示 差异 极 显著 (P<0.01)。 下 表 同 。 
92 In the same column, values with different letter superscripts mean significant difference (P<0.01). The same 
93 as below. 


i 


94 2.3 HSP70 HFK ANAS 


中 


95 WB 检测 结果 显示 , HSP70 EHAE B, P3 EJ IE EDU AC ES 83 eA CI 2)。 采 用 ImageJ 


96 ”软件 分 析 发 现 ，HSP70 RIA SHEA S BARRE (P<0.01), Ramen, 


97 HEIKE H EK CE 2)。 


98 瘤胃 Id Ej Ao BS wS 
99 Rumen Reticulum Omasum Abomasum ku 


100 
101 图 2 HSP EFR KKE 
102 Fig.2 Expression of HSP70 in stomachs of yaks 
103 K2 HSP fH 
104 Table 2 Expression of HSP70 in stomachs of yaks 
项 目 Items HSP70 表达 量 Expression of HSP70 
瘤胃 Rumen 3.440 1+0.022 1^ 
网 肯 Reticulum 3.170 6+0.119 4° 
WEE Omasum 2.710 540.035 14 
4KFj Abomasum 3.796 70.151 1° 
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1987 年 学 者 在 犬 骨 黏膜 首次 发 现 了 一 类 能 被 铬 盐 染 色 的 细胞 ， 随 后 研究 发 现 这 些 细胞 


为 反刍 动物 ， 前 胃 《〈 瘤 骨 、 


具有 共同 的 特征 ， 即 在 苏 木 精 - 伊 红 〈HE) 染色 中 很 难 辨认 ， 而 经 嗜 银 染 色 后 观察 这 些 嗜 银 
细胞 旺 黑 褐 色 或 柠 黄 色 ， 反 差 较 强 极 易 辨 认 ， 学 者 推测 此 类 


UB Jy P y ERU, HEAP YE 


FIBI. WE) RAJUR, MER BCS US I] SU CECI a} 


泌 细 胞 ， 上 共有 真正 消化 意义 的 骨 。 因 此 ， 本 试验 采用 嗜 银 染 色 ， 对 憾 牛 皱 胃 腺 体 间 细胞 进 
中 


了 鉴定 ， 发 现 居 牛 皱 胃 腺 体 间 也 存在 有 大 量 嗜 银 细胞 。 其 


T 


— 


， 内 分 泌 细 胞 呈 黑 褐色， 壁 细胞 


呈 桂 黄色 ， 而 主 细胞 却 无 嗜 银 现象 。 这 与 双 峰 驼 胃 底 腺 的 研究 结果 50 相似。 此外， 该 染色 鉴 


别 了 憾 牛 皱 肯 腺 体 间 的 分 泌 细 胞 ， 为 后 期 观察 免疫 组 化 阳性 细胞 类 型 商定 了 基础 。 


敌 牛 采 食 较为 粗糙 的 饲 草 ， 对 前 骨 黏 膜 上 皮 有 较 强 的 刺激 损伤 作用 ,而 骨 肠 黏膜 上 皮 作 


为 机 体内 增殖 分 化 及 凋 亡 最 快 的 组 织 , 


胞 的 损伤 修复 较 快 0253。 研 究 发 现 , 在 同一 组 织 中 ， 


不 同 细 胞 发 生 增 殖 分 化 及 凋 亡 的 周期 过 程 并 不 同步 史 9。 Alwajeeh 等 外 和 Omar 等 加 研究 表明 ， 
HSP70 抑制 鼠 骨 组 织 细 胞 的 凋 亡 ， 对 骨 上 其 有 重要 的 保护 作用 。 研 究 发 现 ， 正 常生 理 条 件 下 


HSP70 ZEA. “box. KE 


骨 黏 膜 的 表达 量 较 低 ， 当 机 体 受到 损伤 刺激 后 


表达 量 呈 显著 升 
Da 


高 U5-18]。 本 试验 采用 免疫 组 化 法 及 WB 法 研究 发 现 ， 在 先 牛 前 胃 ，HSP70 在 角质 层 呈 强 阳 


性 反应 ， 推 测 可 能 与 抑制 


胃 黏膜 细胞 过 度 凋 亡 、 加 速 细 胞 修复 和 保护 


HB HSPT7O 


TÆKA BURL AURA BLE BE EA RU | SE BEL PE SIE, DA AULAS GA. PE S T EG 


ANS 


胞 发 生 增 殖 分 化 及 凋 亡 周期 的 过 程 不 同步 有 关 。 更 值得 关注 的 是 ， 本 试验 还 发 现 , EHF 


前 胃 ，HSP70 表达 量 在 瘤 


am 


胃 最 高 , 、 网 骨 次 之 ， 办 骨 最 低 。 短 牛 瘤胃 作为 反刍 动物 第 1 骨 ， 


是 抵抗 食物 刺激 的 第 1 道 防线 ， 黏 膜 角 质 化 程度 最 高 ， 


损伤 最 大 09。 由 此 作者 推测 ，HSP70 


在 居 牛 前 胃 的 表达 量 差异 可 能 与 胃 黏 膜 的 损伤 程度 有 关 。 这 与 Donnelly GUS), Silva 等 09 


研究 结果 相似 ， 即 损伤 刺激 越 严重 ，HSP70 表达 量 越 高 。 


已 有 研究 证 实 , 胃 内 分 泌 细 胞 不 仅 自 身 具 有 分 泌 功 能 , 还 参与 调控 其 他 分 泌 细 胞 的 分 小 


功能 ， 它 分 泌 的 组 胺 对 璧 


Wada 等 P 研 究 发 现 ， 大 鼠 骨 酸 可 以 诱导 


骨 酸 对 上 骨 黏膜 的 损伤 。 当 骨 内 pH 异常 ， 酸 碱 3 
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日 胞 分 泌 胃 酸 起 着 至 关 重 要 的 调节 作用 ， 刺 激 胃酸 的 分 泌 P021。 
胃 黏膜 热 休克 蛋白 72 (HSP72) 的 表达 ， 从 而 降低 


衡 失调 时 ， 是 导致 冒 溃 疡 的 主要 诱因 ， 此 时 ， 


骨 可 能 通过 自身 机 制 诱导 HSP70 表达 , 用 于 维持 骨 内 酸 碱 平 衡 , 增强 溃疡 的 愈合 2329。Arora 
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等 的 研究 发 现 ,， 在 小 鼠 骨 溃疡 损伤 时 ， 内 源 性 抗 氧化 酶 升 高 及 脂 质 过 氧化 导致 HSP70 上 调 ， 


来 保护 四 黏膜 。Marruchella 等 四 研究 发 现 ，HSP70 在 猪 食道 灶 膜 上 皮 细 胞 表达 ， 起 到 保护 食 
道 笑 膜 不 受 损 伤 的 作用 。 本 试验 经 免疫 组 化 和 WB ARRIM, ERRA, HSP70 DURS 


膜 表面 上 皮 细 胞 有 表达 ， 腺 体 间 的 内 分 泌 细 胞 及 壁 细胞 也 呈 阳 性 表达 。 作 者 推测 ,这 可 能 与 


保护 皱 骨 骨 黏 膜 免 受 损伤 及 调控 上 胃 内 分 泌 细 胞 及 壁 细 胞 的 分 泌 功 能 有 关 ， 起 到 保护 骨 番 膜 ， 


调节 骨 内 环境 的 酸 碱 平 衡 ， 促 进食 物 消 化 吸收 的 作用 ;而 HSP70 KSEE A w 


E 
骨 ， 结 合 免疫 组 化 结果 推测 ， 这 种 高 表达 可 能 与 HSP70 HERA IZM AK. E43 


思考 的 是 ， 本 试验 还 发 现 ，HSP70 在 皱 胃 壁 细胞 中 未 见 阳性 反应 ， 其 原因 有 待 进一步 探索 
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等 阳性 表达 ， 部 分 细胞 不 表达 。 


(At B EE PE SEA EES, 不 仅 和 膜 上 皮 细胞 有 表达 ， 腺 体 间 内 分 泌 细胞 及 壁 细 胞 
也 呈 阳 性 反应 。 


(DHSP 在 物 牛 4 个 骨 均 表达 ， 其 中 皱 骨 表 达 量 最 高 ， 瘤 胃 次 之 ， 网 骨 较 低 ， 办 和 骨 最 低 。 
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Distribution and Expression of Heat Shock Protein 70 in Stomachs of Yaks 
YANG Xiaoging CUIYan' HEJunfeng YANG Xue LIU Penggang LIAO Bo LI Hui 
SUN Juan 
(College of Veterinary Medicine, Gansu Agricultural University, Lanzhou 730070, China) 
Abstract: The purpose of this study was to study the distribution characteristics and differential 
changes of expression level of heat shock protein 70 (HSP70) in stomachs of yaks. The tissues of 
stomachs of 8 adult healthy yaks were collected, and the type of cells in the abomasal gland was 
studied by histological staining. The distribution and expression of HSP70 in different stomachs 
were detected by the methods of immunohistochemistry and Western blotting, respectively. The 
results showed as follows: Gordon sweet staining and Alcian blue-periodic acid-Schiff (AB-PAS) 
staining showed that a large number of endocrine cells were found in the abomasal gland. 
Immunohistochemistry analysis showed that in rumen, reticulum and omasum, HSP70 only 
positively expressed in the epithelial cell layer, strongly positively expressed in stratum corneum 
cells, some cells in basal layer, granular layer and spinous layer were moderately positive 
expressed, whereas some other cells were negatively expressed. The scope of the abomasum 
positive reaction was very wide, not only expressed in the epithelial cells of mucous surface, but 
also expressed in the endocrine cells and parietal cells in the abomasal gland. Meanwhile, the 
positive reaction was mainly concentrated in the cytoplasm and nucleus. Immunohistochemistry 
and Western blotting results both showed that the highest expression of HSP70 was found in the 
abomasal gland of yaks, the expression in rumen, reticulum and omasum was descended in order, 
and the differences among parts were significant (P<0.01). In conclusion, a large number of 


argyrophilia endocrine cells are found in the abomasal gland of yaks. HSP70 is distributed in all 
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stomachs of yaks, and the expression of the abomasum is obviously higher than that of other 
stomachs, which suggests that HSP70 may be associated with digestion and absorption of yaks’ 
stomach. 


Key words: heat shock protein 70; stomach; tissue structure; yak 


